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論文内容の要旨
パンコマイシンは、放線菌 Streptomyces orientalis によって産生されるグリコペプチド
系抗生物質であり、グラム陽性菌に対して幅広い抗菌スベクトルを示すO メチシリン耐
性黄色ブドウ球菌 (MRSA) にも有効であることから、細菌感染症治療の切り札として
用いられてきた。細菌の細胞壁前駆体に存在する D-アラニルーD-アラニンを特異的に分子
認識して結合することで細胞壁合成酵素反応を阻害し、抗菌活性を発揮する。この特徴
的な作用機序によって、 1956 年の発見以来、 30 年もの間バンコマイシン耐性菌は現れな
かった。
しかし、 1986 年にはバンコマイシン耐性腸球菌 (VRE) が、さらに 2002 年にはバンコ
マイシン耐性黄色ブドウ球菌 (VRSA) が臨床から単離された。これら耐性菌は、バン
コマイシン耐性遺伝子によってペプチド末端が D-アラニルーD-乳酸へと置換された耐性
型細胞壁前駆体を利用している。パンコマイシンと耐性型細胞壁前駆体の結合力は 1000
分の l に低下し、パンコマイシン耐性を示す。黄色ブドウ球菌は外毒素の産生などによ
って腸球菌よりも病原性が強く、感染すると重篤化する恐れがあり、近年のバンコマイ
シン耐性の拡散は世界中で問題視されている。
現在 VRE 治療に利用できる薬としては、リネゾリドが知られている。経口投与できる
などの利点により VRE 治療薬として現在最も多く使用されているタンパク質合成阻害
剤であるが、重症感染症治療薬であるにも関わらず静菌的であること、既に耐性菌が知
られていることなど課題は多い。また、膜撹乱による細胞壁合成阻害を作用機序とする
リポグリコペプチド、テラパンシンが 2009 年に米国食品医薬品局 (FDA) によって承認
されたが、一部の VRE が既に耐性を示している。
当研究室では、バンコマイシン耐性菌に有効なパンコマイシンダイマーVan-D-08 (以
降 D-08 と呼ぶ)、 および、 リホポ。ググp リコべフプOチド Van
成功している。 D-08 はバンコマイシン 2 分子をリンカーで架橋した分子、 M司02 はパン
コマイシンのパンコサミン糖部位に脂溶性置換基を導入した分子である。これらは、パ
ンコマイシンが不活性な VRE に対しても高い抗菌活性を示す。両化合物は感染症モデル
マウスにおける治療効果も確認されており、薬剤候補化合物として特許取得されている。
当研究室では、これらの分子の作用機序解析も行なっている。薬剤標的分子間相互作用
を詳細に議論することで、合理的な薬剤設計が可能となる。
先駆的な生化学的実験により、両化合物はパンコマイシン耐性菌の膜上の細胞壁合成
酵素反応を阻害することが分かつた。ところが、両者間には、阻害できる酵素の種類に
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違いがあった。この結果は、 D-08 と M-02 が異なる作用機序で、パンコマイシン耐性菌の
細胞壁合成酵素反応を阻害していることを示唆したので、別々に作用機序解析すること
にした。
本研究では、合成化学的・生化学的手法によって、バンコマイシンダイマー、および、
リポグリコペプチドの作用機序解析に関する基礎的な研究を行った。本論の第一章では、
合成化学的手法を用いたパンコマイシンダイマーの標的分子、および、ファーマコフォ
アの解析を行った。第二章では、既出の M-02 を基に化学修飾によってプロープ化し、
標的分子の同定と、結合様式の解析を行った。第三章では、 M-02 の作用機序を検証する
ためのアッセイ構築に必要な化合物の全合成を行った。以下、概要を説明する。
本論の第一章では、パンコマイシンダイマーの作用機序解析を行った。このテーマで
は、本来バンコマイシン耐性菌に対して無力なパンコマイシンを 2 分子繋げただけで耐
性菌に有効になるという実験事実の原因解明が焦点となっている。パンコマイシンダイ
マーの作用機序解析を行う上で問題となるのは、リンカーに由来する高い柔軟性によっ
てダイマーの分子配座が一定でないことである。分子形状が定まらない分子の分子問相
互作用を解析することは困難である。現在は、 N 末端の N-メチルロイシンが耐性菌への
活性発現に重要であることが判っているだけである。筆者は、 D-08 の構造を基にもう一
本のリンカーを導入して環状分子とし、分子配座を固定化した環状パンコマイシンダイ
マーD-41 を合成した。 D-41 は、バンコマイシン耐性菌に十分な抗菌活性を示した。 D-41
は PBP2 によって触媒される細胞壁前駆体重合反応を効率よく阻害することが分かつた。
更に、 D-41 が PBP2 基質へと結合している可能性は低いことも別途示された。マクロモ
デ、ルを用いて分子配座を調べたところ、 D-41 の最安定配座では二組の N 末端と C 末端
が空間的近傍に配置されていることが分かつた。 D-41 の標的分子が同定され、相互作用
に必要な官能基配置が更に詳細に解明できれば、強力な活性を持つ新しいパンコマイシ
ンダイマーの設計や、バンコマイシンダイマーの作用機序に着目した薬剤スクリーニン
グの構築が期待される。
第二章では、パンコマイシンの脂溶性修飾体 M-02 の標的分子の同定と相互作用解析を
行った。半定量的 in vitro アッセイによって、 M-02 が細菌の細胞壁合成反応を阻害する
ことが分かつているので、細胞壁合成酵素と M-02 の特異的相互作用を光親和性標識に
よって検出することにした。 M-02 の脂溶性置換基部に光反応性基を導入し、さらに、ビ
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オチンタグを C 末端に導入した光親和性プローブ Van-M・29 を合成した(以降、 M-29 と
呼ぶ) 0 M-29 と、細胞壁合成酵素群を含む細菌膜画分をインキュベートし、紫外線を照
射すると、光反応性基上に反応性に富むカルベンが生じ、相互作用しているタンパク質
との聞に共有結合を形成することができる。この手法を用いて得られたプロープ化タン
パク質を、アピジン蛍光団を用いて検出したところ、 75 kDa 付近にプロープ存在下のみ
で認められるバンドを発見し、分子量からそのタンパク質を PBP2 であると予想した。
ビオチンーアビジン相互作用を利用してプロープ化タンパク質を精製し、抗 PBP2 抗体で
免疫染色することで、 75 kDa 付近のバンドが PBP2 であることを確認した。次に、プロ
ープ結合部位を特定するために、組換体 PBP2 を用いた M-29 による光親和性標識実験を
行なったサンプルを調製した。得られたフプ。ロ一フブブ、守、化 PBP2 をトリフプ。シン消化し、
LC 
K477 に相当するぺフプ。チドへとプロ一ブが結合していることが判明したO 更に、 PBP2 内
の同定された領域と M-29 との相互作用を計算化学によってシミュレートしたところ、
幾つかのアミノ酸残基と水素結合した複合体モデルが得られた。その中で最安定なもの
は、同定された Q453-K477 領域と光反応基が近傍に配置されたもので、 M町MS 解析の
結果と合う内容であった。半定量的 in vitro アッセイによって、リポグリコペプチドはト
ランスグリコシラーゼ活性阻害能があることが判っていたので、光親和性標識実験の結
果と酵素活性阻害能の関係は更なる検討が必要であった。
第三章では、 M-02 のもつトランスグリコシラーゼ阻害能を詳細に解析するために、パ
ンコマイシン耐性モテ、ルのトランスグリコシラーゼ活性阻害試験を構築し、 M・02 の反応
阻害能を速度論解析することを計画した。組換え体 PBP2 は既に利用可能であったので、
バンコマイシン耐性型基質を化学合成によって供給することにした。すなわち、本章で
はデプシリピド I の全合成を行った。デプシリピド I は、末端に D-乳酸がエステル結合
しているのが特徴的な脂質二リン酸-糖デプシベンタペプチドであり、これまでに全合
成の報告例はない。エステル結合を分子内に有するため、従来の細菌細胞壁中間体合成
における保護基戦略が応用出来ない。脂質リン酸、糖リン酸、デプシペプチド部の 3 個
のセグメントに分割して、既知物を経由しながら全合成を行った。また、アッセイで細
胞壁中間体を用いる際には、脂肪鎖を天然物より短くすることでより扱い易くなること
が知られているので、短い脂肪鎖をもっデプシリピド I 誘導体の合成も併せて行った。
総工程数 47 段階にてデプシリピド I 誘導体の全合成を達成した。天然物デプシリピド I
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は、脂質リン酸が市販品を利用可能であったので、総工程数 27 段階にて合成を達成した。
現在、速度論解析の為の酵素阻害実験系を構築中である。この試験によって、 M-02 のも
つ酵素阻害能の阻害様式が明らかとなる。また、 D-41 を同様に試験することで、バンコ
マイシンダイマーの標的分子を同定することができる可能性もある。
本研究によって、これまでバンコマイシン耐性菌に対する作用機序が不明であったバ
ンコマイシンダイマ-Yan-D-08、および、リポグリコべフプ。チド Ya叩n
析が進み、構造活性相関しか行われていなかったこれら薬剤について、標的分子との分
子問相互作用が議論できるようになった。パンコマイシン耐性を克服する為の研究領域
に新しい知見をもたらすことができ、作用機序に基づいた合理的創薬の基盤構築が行え
たと言える。
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論文審査結果の要旨
パンコマイシンは，多剤耐性グラム陽性菌に起因する重症感染症の治療薬である。バンコマイ
シンに耐性を示すグラム陽性菌は少数であり，医療現場では「切り札」としてパンコマイシンが
用いられてきた。しかしながら、 1 980年代半ば以降，腸球菌の一部がパンコマイシンに耐性
を示すようになり、最近では黄色ブドウ球菌の耐性化も報告されるようになった。重症感染症の
治療において，バンコマイシンを完全に代替できる抗生物質はなく，有効な新薬の開発が急がれ
ている。中村淳が提出した博士論文は，グリコベフ。チド抗生物質の化学修飾と、その作用機序解
析に関するものである。
序論では，パンコマイシンの作用機序やパンコマイシン耐性菌の耐性化の機構が記述され，つ
ぎ、に現在ノ〈ンコマイシン耐性菌の治療に用いられる抗菌薬の問題点をまとめている。バンコマイ
シンの誘導体に有望な化合物が存在するにも関わらず，治療薬開発が進まない現状を薬剤の作用
機序解析の遅れに起因すると指摘した。
本論では，まずパンコマイシン 2 分子をつないだ、パンコマイシンダイマーの構造活性相関研究
について述べた。従来、国内外で研究されたタマイマーの配座自由度が大きいことに着目し、 2 本
のリンカー鎖を用いることによって配座の制限を試みている。その結果、ダイマーが抗菌活性を
発揮するためには、 2つのパンコマイシンユニットが適切な三次元的配置をとる必要があること
が初めて明確になった。さらに，ダイマーが結合する標的分子の同定に向けた研究を行い，細菌
のペプチドグリカン生合成に関わる酵素ペニシリン結合タンパク質 2 (PBP2) が標的であると推定
した。
つぎに、リポグリコペプチドと呼ばれるバンコマイシン誘導体を取り上げた。光親和性標識法
を用いて細菌細胞膜上に存在する膜タンパク質とリポグリコペプチドとの相互作用を解析した。
黄色ブドウ球菌の細胞膜画分を調製し，標識されるタンパク質が PBP2 であることを明らかにし
た。精製 PBP2 を用いて，再度光親和性標識し，酵素消化した後に質量分析を行って，化合物が結
合した部位を特定した。従来，他のリポグリコペプチド抗生物質が PBP2 に直接相互作用を持つと
しづ報告がなされていたが，タンパク質上の結合部位については何も情報がなかった。今回の結
果は，薬剤がトランスベプチダーゼドメインに結合することを示す初めての実験結果となった。
著者は、パンコマイシンダイマーとリポグリコペプチドが，ともに PBP2 を標的とすることか
ら，その作用機序を詳しく解析するための評価系確立が重要と考えた。そこで，前提となる PBP2
の基質分子デプシリピド II の合成を行った。
以上の研究成果は，重要な抗生物質の改良につながるのみならず，細菌の細胞壁合成フ。ロセス
を分子レベルで、理解する有用なツールを提示する優れた内容で、あり，申請者が自立して研究活動
を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって，中村淳提出の論
文は，博士(生命科学)の博士論文として合格と認める。
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